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Povzetek: Identifikacija malih molekul, ki interagirajo z biološkimi 
makromolekulami, je eden temeljnih pristopov pri iskanju novih zdravilnih učinkovin. 
Pri tem ponavadi izhajamo iz znane makromolekule in odkrivamo male molekule, ki z 
njo interagirajo. Alternativno pa lahko iščemo tudi makromolekule, ki interagirajo z neko 
izbrano malo molekulo, katere biološka (fenotipska) aktivnost je lahko znana ali pa ne. 
Najbolj razširjena tehnika, ki jo lahko uporabimo v ta namen, je afinitetna kromatografija. 
Cilj magistrske naloge je bil identificirati proteine, ki specifično interagirajo z dvema 
podobnima malima molekulama, 4-(2-aminoetil)-1-cikloheksil pirazol-5-olom (ligand 1) 
in 4-(2-aminoetil)-1-fenil pirazol-5-olom (ligand 2), ki sta bili sintetizirani na Katedri za 
organsko kemijo FKKT UL. Mali molekuli smo imobilizirali na afinitetni nosilec NHS-
activated Sepharose™ 4 Fast flow in pripravljeni koloni uporabili za izolacijo tarčnih 
proteinov. Preiskovani vzorec je bil lizat celic človeških monocitov U937, gojenih v 
suspenzijski kulturi. Analize NaDS-PAGE so pokazale, da se liganda med seboj 
razlikujeta v naboru interagirajočih proteinov. Eluate s kolone z ligandom 1 smo 
analizirali z masno spektrometrijo in na ta način identificirali enega od interagirajočih 
proteinov kot ISOC2 – slabo poznan človeški protein, ki vsebuje izohorizmatazno 
domeno in interagira z zaviralcem tumorjev p16INK4a. Če je ISOC2 regulator p16INK4a, je 
potencialna nova tarča za razvoj nove strategije za zdravljenje raka in staranja, ligand 1 
pa prva znana mala molekula, ki se nanj specifično veže. Za namen podrobnejše 
karakterizacije interakcije in vitro smo v okviru tega dela pripravili tudi sistem za 
izražanje človeškega ISOC2 v bakteriji E. coli. Analiza rekombinantnega proteina s 
kromatografijo z ločevanjem po velikosti je pokazala, da je rekombinanten protein 
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Abstract:  Understanding the interactions between small molecules and 
macromolecules from different perspectives is important for the advancement of basic 
science and drug development. Towards this goal, we usually begin with a known 
macromolecule and discover small molecules that interact with it. Alternatively, looking 
for macromolecules that interact with a selected small molecule, whose biological 
(phenotypic) activity may or may not be known. Affinity chromatography is the most 
widely used technique for isolating specific target proteins from a complex proteome. 
The aim of the master's thesis was to identify proteins that specifically interact with two 
similar small molecules, 4- (2-aminoethyl) -1-cyclohexyl pyrazol-5-ol (ligand 1) and 4- 
(2-aminoethyl)-1-phenyl pyrazole-5-ol (ligand 2), which were synthesized at the 
Department of Organic Chemistry UL FCCT. Both molecules were individually 
immobilized on NHS-activated Sepharose™ 4 Fast flow agarose and the prepared 
columns were used to isolate target proteins. The test sample was a lysate of U937 human 
monocyte cells cultured in suspension. SDS-PAGE analyzes showed that the ligands 
differed from each other in the set of interacting proteins. Eluates from the ligand 1 
column were sent for mass spectrometry analysis, thus identifying one of the interacting 
proteins as ISOC2, a little-known human protein that has an isochorimatase domain and 
interacts with the tumor inhibitor p16INK4a. If ISOC2 were a regulator of p16INK4a, it might 
be a new target for development of novel strategy for the treatment of cancer and aging. 
For the purpose of more detailed characterization of the in vitro interaction, we developed 
a system for expressing the human ISOC2 form in E. coli. Analysis of the recombinant 
protein by size separation chromatography showed that it was most likely a homodimer, 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
A   ampicilin 
AGE   agarozna gelska elektoforeza 
APS      amonijev persulfat  
bp   bazni par 
Boc   terc-butiloksikarbonilna zaščitna skupina 
CBB     barvilo Coomassie Briliant Blue R-250  
dH2O   destilirana voda 
DMSO   dimetilsulfoksid 
DNA   deoksiribonukleinska kislina 
DTT    ditiotreitol  
dNTP   deoksiribonukleotid trifosfat(ang.deoxyribonucleotide triphosphate) 
E. coli    Escherichia coli 
EDTA   etilendiaminetetraocetna kislina 
FBS    fetusni serum goveda (ang. fetal bovine serum) 
FPLC   tekočinska kromatografija za hitro ločevanje proteinov 
g   standardna konstanta gravitacije 
His-tag  heksahistidinska oznaka 
IPTG   izopropil β-D-1-tiogalaktopiranozid 
K   kanamicin 
kDa   kilodalton 
LB   LB-gojišče za rast bakterije (ang. lysogeny broth) 
min   minuta 
MTT   3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromida 
NaDS   natrijev dodecilsulfat 
nm   nanometer 
NHS   N-hidroksisukcinimid 
OD600   optična gostota vzorca, merjena pri valovni dolžini 600 nm 
P   penicilin 
PABA   paraaminobenzojska kislina 
PAGE    poliakrilamidna gelska elektroforeza  
PCR   verižna reakcija s polimerazo (ang. Polymerase Chain Reaction) 
RNA   ribonukleinska kislina 
S   streptomicin 
TAE   EDTA-triacetat pufer (ang. Tris-acetat-EDTA) 
TCA    trikloroocetna kislina  
TEMED   tetrametiletilendiamin 
Tris   tris(hidroksimetil)aminometan 






1 Uvod  
Znani ameriški kemik in nobelovec Linus Pauling je v enem od svojih številnih 
predavanj izjavil, da je t. i. skrivnost življenja molekularno prepoznavanje, tj. sposobnost 
ene molekule, da z visoko specifičnostjo in afiniteto »prepozna« drugo. Molekulsko 
prepoznavanje pri interakcijah protein-ligand je temeljnega pomena za večino procesov, 
ki se odvijajo v živih organizmih, poznavanje teh mehanizmov na celični ravni olajša 
odkrivanje, oblikovanje in razvoj zdravil v primerih, ko pride do motenj v teh procesih. 
1.1 Molekulsko prepoznavanje 
 
Definicija molekulskega prepoznavanja je tvorba kompleksa med biološkimi 
(makro)molekulami z nekovalentnimi interakcijami, za katero sta značilni specifičnost in 
afiniteta. Poznamo visoko specifične in nizko specifične interakcije, glede afinitete pa 
ločimo šibke in močne interakcije. V osnovi mora za nastanek kompleksa dveh molekul 
obstajati geometrijska komplementarnost, ki omogoči nastanek ugodnih interakcij in s 
tem obstojnost kompleksa. 
Dejstvo je, da molekulsko prepoznavanje ni proces sam po sebi, temveč je del 
zapletenejših bioloških mehanizmov, vključno z vsemi temeljnimi življenjskimi procesi, 
kot so replikacija, metabolizem in obdelava informacij iz okolja. [1] V vsaki celici znotraj 
organizma v danem trenutku poteka množica interakcij, ki so med seboj tako prostorsko 
kot časovno usklajene. Osrednjo vlogo pri interakcijah v celici imajo proteini. Za 
poznavanje delovanja celic na molekularnem nivoju je nujno podrobno poznavanje teh 
interakcij. 
V nadaljevanju se bomo osredotočili na nekovalentne interakcije med proteini in 
ligandi. Z izrazom ligand opišemo molekulo, ki se veže na protein z določeno 
specifičnostjo in afiniteto, protein, ki interagira z ligandom, pa lahko imenujemo tudi 
receptor. Molekule, ki delujejo kot ligandi proteinov, so lahko zelo različne po velikosti 
in strukturi, kar prispeva k različnim fizikalno-kemijskim lastnostim teh interakcij. 
Interakcije med ligandom in receptorjem so ponavadi posledica van der Waalsovih sil, 
elektrostatskih ali hidrofobnih interakcij ter vodikovih vezi. [2] 
Za podrobno razumevanje molekulskega prepoznavanja med proteini in njegovimi 
ligandi je treba razumeti fizikalno-kemijske mehanizme, na katerih temelji interakcija 
protein-ligand, torej entalpijske in entropijske procese, ki poganjajo nastanek kompleksa, 





1.2. Malomolekulski ligandi 
Z izrazom mala molekula opišemo nepolimerne, organske spojine, katerih 
molekulska masa praviloma ne presega 1000 Da. V primerjavi z makromolekulami so 
take molekule kemično stabilne in imajo nekompleksne fizikalne lastnosti. Male organske 
molekule so lahko naravnega izvora, lahko so npr. prisotne v bioloških sistemih kot 
metaboliti, tiste sintetičnega izvora pa so se izkazale za neprecenljivo orodje za 
raziskovanje bioloških sistemov in njihovo uravnavanje.Med male molekule naravnega 
izvora lahko uvrstimo manjše fragmente RNA in DNA, nukleotide, koencime, vitamine, 
lektine, protitelesa, oligonukleotide, peptide ter proteinske domene. V bioloških sistemih 
imajo te molekule številne in zelo raznovrstne vloge: v obliki hormonov vplivajo na 
fiziološke procese v telesu, delujejo lahko kot represorji ali aktivatorji pri prepisovanju 
genov, kot nevrotransmiterji sodelujejo pri prenosu in regulaciji živčnih signalov ali kot 
alosterični regulatorji, ki sodelujejo pri delovanju encimov. V metabolnih procesih celice 
imajo lahko male molekule vlogo začetne ali končne komponente v reakcijah pretvorbe 
ali pa so intermediati vmesnih stopenj v reakcijah sinteze ali razgradnje. Sodelujejo tudi 
pri večini drugih procesov v celici, kjer sspecifičnimi interakcijami regulirajo delovanje 
makromolekul. 
Male molekule sintetičnega izvora nastajajo bodisi z novo sintezo bodisi s 
spreminjanjem že obstoječih (naravnih) molekulskih struktur. Male molekule so zaradi 
njihovih številnih načinov uporabe pomembna raziskovalna orodja v medicini, farmaciji, 
kmetijstvu, prehrambni industriji. Večina spojin, ki se uporabljajo v terapevtske namene 
ali predstavljajo nove, potencialno zdravilne učinkovine, je uvrščena med male molekule. 
Novi kandidati za tako rabo naj bi učinkovito zavirali tarčo, za katero so bili optimizirani, 
pri tem pa naj ne bi motili aktivnosti drugih celičnih proteinov, s čimer se zmanjšajo 






1.2.1. Pirazol − struktura, fizikalne in kemijske lastnosti ter biološke aktivnosti 
 
Pirazoli so aromatske organske heterociklične spojine, ki imajo petčlenski obroč 
C3N2 s sosednjima dušikovima atomoma. (Slika 1). Pirazol je šibka baza, ki ima pKb 11,5 
(pKa konjugirane kisline je pri 25 °C 2,49). Je večnamenska spojina vodnica za sintezo 
biološko aktivnih spojin.[3] 
 
 
Glede na zgradbo in farmakološke učinke na človeka uvrščamo njegove derivate 
med alkaloide, čeprav so v naravi zelo redki. Prvi naravni derivat pirazola so izolirali iz 
semen lubenice [3]. Pirazol in njegovi derivati imajo širok spekter možnih bioloških 
aktivnosti (Slika 2), kot so analgetično, antipiretično, protitumorsko, protivirusno, 
protivnetno, antioksidativno, protimikrobno, antidiabetično, antikonvulzivno in 
antiaritmično delovanje. Derivati pirazola imajo dolgo zgodovino uporabe v kmetijstvu 
in farmaciji kot herbicidi in aktivne učinkovine, nekateri pa imajo pomembne vloge tudi 




Slika 1. Struktura pirazola 












V klinični rabi derivate pirazola najdemo predvsem kot nesteroidna protivnetna 
zdravila, na primer: antipirin oz. fenazon (analgetik in antipiretik), metamizol oz. dipiron 
(analgetik in antipiretik), aminopirin oz. aminofenazon (protivnetno, antipiretično in 
analgetično zdravilo), fenilbutazon (protivnetno zdravilo in antipiretik, ki se večinoma 
uporablja pri osteoartritisu, revmatoidnem artritisu, spondilitisu, Reiterjevi bolezni), 
sulfinpirazon (kronična putika) in oksifenbutazon (antipiretik, analgetik, protivnetno 
zdravilo). Med pomembnimi zdravili, ki vsebujejo pirazolni obroč, sta tudi celekoksib − 
nesteroidno protivnetno zdravilo, selektivno za COX-2 (Celebrex), in anabolični steroid 












 V okviru magistrske naloge smo uporabili dva derivata pirazola, ki sta bila 
sintetizirana na Katedri za organsko kemijo pri FKKT UL, in sicer 4-(2-Aminoetil)-5-
hidroksi-1-cikloheksil-1H-pirazol (ligand 1) in 4-(2-Aminoetil)-5-hidroksi-1-benzil-1H-
pirazol (ligand 2) [4]. Za ligand 1 je bilo predhodno že dokazano, da interagira z mišjim 
imunoglobulinom M [5]. 
 
1.3. Metode za identifikacijo interakcij protein-mala molekula 
 
Pomembnost identifikacije interakcij protein-mala molekula pri razvoju zdravil in 
razumevanje interakcij med proteini in metaboliti v organizmu sta gonilni sili v razvoju 
novih, boljših metod preučevanja, ki temeljijo na integraciji znanj z različnih področij 
znanosti, od kemije, biologije, matematike do računalništva in fizike. 
 Metode lahko v splošnem razdelimo na računalniške in eksperimentalne, znotraj 
vsake skupine pa obstajajo posamezne metode, ki se med seboj dopolnjujejo. Z razvojem 
in boljšo zmogljivostjo računalnikov so se računalniške metode uveljavile kot 
nepogrešljiv pripomoček pri razvoju novih in optimizaciji obstoječih učinkovin. Skupino 
metod, ki pri razvoju učinkovin uporabljajo matematična orodja, imenujemo CADD – 
(ang. computer-aided drug design). S pomočjo metod CADD pristopamo k razvoju 
zdravila na osnovi strukture tarče (ang. structure based drug design-SBDD) ali na 
osnoviliganda (ang. ligand based drug design-LBDD). Pri metodah SBDD analiza 
tridimenzionalne strukture omogoča identifikacijo mest, ki so pomembna za biološko 
funkcijo in mest interakcije z ligandi. Metode LBDD se medtem osredotočajo na 
obstoječe ligande in njihove fizikalno-kemijske lastnosti ter razvoj učinkovin z izboljšano 
aktivnostjo z njihovo optimizacijo. Računalniške metode temeljijo na uporabi 
podatkovnih baz ter tehnik simulacije in modeliranja. Pogosta je simulacija molekulske 
dinamike (ang. molecular dynamics simulation), ki jo uporabimo za preučevanje 
interakcij med ligandom in njegovo tarčo na ravni atomov. Pri tej simulaciji računalnik 
generira zbirko različnih konformacij vezave in v kombinaciji z drugimi tehnikami 
izračuna oceno proste energije pri vezavi. Podobno deluje molekulska umestitev (ang. 
molecular docking), računalniška metoda, ki napoveduje različne načine in afiniteto 
vezave posameznih parov ligand-tarčna molekula. [6] 
 Teoretične podatke in napovedi računalnika lahko preverimo še eksperimentalno, 
pri čemer imamo na voljo veliko različnih tehnik, kot so različne kromatografske in 
elektroforezne metode, izotermična titracijska kalorimetrija, rentgenska kristalografija, 
elektro-optične metode, različne fluorescenčne metode, masna spektroskopija, nuklearna 
magnetna resonanca (NMR), krio-elektronska mikroskopija itn. Za uspešno preučevanje 
interakcije med ligandom in tarčno molekulo je potrebna kombinirana uporaba različnih 
tehnik. Za preučevanje strukturnih razlik med prostim proteinom ter proteinom z vezanim 




difrakcija, ki nam dajo podatke pri (skoraj) atomskih resolucijah. Najpogostejši pristop k 
raziskovanju interakcij med proteini in ligandi so metode na osnovi afinitete, skupaj z 
masno spektroskopijo. [7]  
1.4. Afinitetna kromatografija 
 Kromatografija je analitična tehnika, ki jo uporabljamo pri ločevanju mešanice 
kemičnih snovi na posamezne sestavine, z namenom njihove nadaljnje analize. Obstaja 
več vrst kromatografij, odvisno od stacionarne in mobilne faze. Komponente zmesi 
ločimo na podlagi njihovih interakcij z obema fazama. Stacionarna faza je imobilizirana, 
kot pravi njeno ime, in je lahko trdna, gelska, tekoča ali mešanica tekoče/trdno, mobilna 
faza pa je bodisi v tekočem bodisi plinastem agregatnem stanju. Glede na vrsto 
stacionarne faze ločimo papirno, tankoplastno ter kolonsko kromatografijo.  
V biokemiji se najpogosteje uporablja kolonska kromatografija, ker z njo lahko 
ločujemo zmesi makromolekul, kot so proteini ali nukleinske kisline. Mobilna faza, ki jo 
uporabljamo, je tekočina, ki jo potiskamo s pomočjo črpalke in tako omogočamo 
ločevanje želenih komponent. Uporaba nosilca stacionarne faze je pomembna, saj ga 
izberemo glede na to, kako želimo ločiti molekule: po velikosti, naboju ali afiniteti do 
stacionarne faze. Pomembno vlogo ima tudi mobilna faza, ki jo uporabimo, ker mora biti 
nosilec obstojen in nereaktiven z vzorcem. Stacionarne faze so ponavadi izdelane iz fino 
mletih praškov ali mikroporoznih gelov. Materiali, ki se uporabljajo, so lahko agaroza, 
celuloza, dekstran, poliakrilamid, polistiren ali silikagel. V biokemiji so v uporabi 
različne kolonske kromatografske metode, kot so na primer gelska izključitvena 
kromatografija, imunoafinitetna kromatografija, ionskoizmenjevalna kromatografija, 
afinitetna kromatografija, tekočinska kromatografija visoke ločljivosti in še mnoge 
druge.[1] [8] 
Afinitetna kromatografija je ena od kromatografskih tehnik ločevanja in analize 
biomolekul na podlagi njihovih bioloških funkcij ali posameznih struktur. V zadnjih letih 
postaja v farmaciji, biokemiji, biotehnologiji in znanosti o okolju vse bolj pomembna in 
uporabna metoda ločevanja. Še posebej znana je kot najbolj specifična in najučinkovitejša 
tehnika čiščenja proteinov, ki temelji na specifičnih interakcijah z drugimi molekulami, 
kot sta encim in inhibitor. Te interakcije, ki so običajno reverzibilne, se uporabljajo tako, 
da eno od interaktivnih molekul, ki jo imenujemo afinitetni ligand, pritrdimo na trdno 
matrico, da se ustvari stacionarna faza, medtem ko je tarčna molekula v mobilni fazi. Pri 
ustreznih eksperimentalnih pogojih nanesemo vzorec (zmes) na kromatografsko kolono, 
tako da pride do specifične povezave med tarčno molekulo in ligandom. Vse druge snovi, 
ki so prisotne v vzorcu, se ne vežejo na ligand in jih speremo s kolone. Tarčno 
komponento nato eluiramo s kolone s prekinitvijo njene interakcije z ligandom, s 
spremembo vrednosti pH, ionske moči, dielektrične konstante ali temperature. Drug način 
eluiranja je t. i. afinitetna elucija, pri kateri na kolono nanesemo visoko koncentracijo 




[8] Tipične biološke interakcije, ki so pogoste v afinitetni kromatografiji:  
 
• protitelo ↔ antigen  
• encim ↔ analog substrata/kofaktor/inhibitor  
• kovinski ioni ↔ proteini s polihistidinsko oznako  
• glutation ↔ glutation-S-transferaza 
• lektin ↔ polisaharid  
• nukleinska kislina ↔ komplementarna nukleinska kislina/histon. 
 
Pri izbiri liganda za izolacijo določene spojine moramo upoštevati:  
 
• ravnotežno konstanto disociacije Kd za reakcijo:  
kompleks ⇌ vzorec + ligand  
Ta mora biti v območju med 10-4 do 10-8 M. Če je vezava močnejša kot pri 
imunoafinitetni kromatografiji, lahko pride do težav pri eluiranju vezanih 
molekul, če pa je interakcija šibkejša, se lahko pojavijo izgube zaradi nepopolne 
vezave vzorca na ligand.  
• način vezave liganda na matriks; Ligand lahko pripnemo na matriks s pomočjo 
različnih funkcionalnih skupin, npr. aminske, karboksilne, tiolne ali hidroksilne.  
• uporabo vmesnikov: Aktivna oz. vezavna mesta na proteinih praviloma najdemo 
v njihovi notranjosti. Če ligand ostane vezan na površino nosilca, zaradi steričnih 
ovir sploh ne bo prišlo do interakcije. Z uporabo vmesnikov, običajno alkilne 
verige dolžine 6 do 10 ogljikovih atomov, omogočamo interakcijo med ligandom 
in proteinom. Primer je nosilec, uporabljen pri tem raziskovalnem delu, NHS-

















2 Namen dela 
Namen magistrske naloge je identificirati potencialne biološke tarče dveh 
derivatov pirazola, to sta 4-(2-aminoetil)-5-hidroksi-1-cikloheksil-1H-pirazol (ligand 1) 
in 4-(2-aminoetil)-5-hidroksi-1-benzil-1H-pirazol (ligand 2), ki so ju sintetizirali na 
Katedri za organsko kemijo FKKT UL in katerihbiološke aktivnosti niso še znane. [4] 
Liganda bomo imobilizirali na nosilec NHS-activated Sepharose™ 4 Fast flow in 
poiskali tarče v celicah linije U937. Detekcijo bomo izvedli z masno spektroskopijo in 
sklepali, kateri protein raziskovati, ter poskušali določiti moč afinitete in način vezave 
ligandov z rekombinantno pripavljenim encimom v ekspresijskem sevu E. coli. 
Hipotezi magistrskega dela sta: 
• v proteomu človeške celične linije U937 obstaja protein ali več proteinov, ki 
imajo afiniteto do izbranih ligandov in 







3 Eksperimentalni del  
3.1. Materiali 
3.1.1. Kemikalije 
Kemikalija  Proizvajalec  
aceton  Merck, Nemčija 
agaroza Merck, Nemčija 
akrilamid/bisakrilamid (37,5 : 1)  Merck, Nemčija 
APS  Merck, Nemčija  
Coomassie Briliant Blue R-250  Merck, Nemčija 
citronska kislina  Merck, Nemčija 
dinatrijev hidrogenfosfat  Merck, Nemčija 
dNTP Thermo Fischer Scientific, ZDA 
DMSO Merck, Nemčija 
DTT Merck, Nemčija 
EDTA Merck, Nemčija 
etanol  ECP, Slovenija  
etidijev bromid Merck, Nemčija 
E-64 Bachem, Švica 
FBS  Merck, Nemčija 
fosfatni pufer z natrijevim kloridom (PBS) Merck, Nemčija 
glicin  Fisher Bioreagents, ZDA 
imidazol Merck, Nemčija 
IPTG Merck, Nemčija 
izopropanol  Merck, Nemčija 
klorovodikova kislina  Merck, Nemčija  
metanol  Merck, Nemčija 
MTT Merck, Nemčija 
natrijev acetat  Merck, Nemčija 
natrijev citrat  Merck, Nemčija 
natrijev dihidrogenfosfat dihidrat Merck, Nemčija 
natrijev dodecilsulfat  Merck, Nemčija 
natrijev hidroksid Merck, Nemčija 
natrijev hidrogenkarbonat Merck, Nemčija  
natrijev klorid  Gram Mol, Hrvaška  
ocetna kislina  Gram Mol, Hrvaška  
PMSF Merck, Nemčija 






3.1.2. Derivati pirazola, uporabljeni kot ligandi 
 
4-(2-aminoetil)-5-hidroksi-1-benzil-1H-
pirazol dihidroklorid (ligand 1) 
sintetiziran na Katedri za organsko 
kemijo FKKT UL 
4-(2-aminoetil)-5-hidroksi-1-cikloheksil-
1H-pirazol dihidroklorid (ligand 2) 
sintetiziran na Katedri za organsko 
kemijo FKKT UL 
3.1.3. Laboratorijska oprema 
 
naprava model proizvajalec 
centrifuga  MiniSpin plus Eppendorf, Nemčija 
5415R Eppendorf, Nemčija 
Sorvall RC 6+ Thermo Fischer Scientific, ZDA 
črpalka FH30, 72-330-100 Thermo Fischer Scientific, ZDA 
inkubator Model 56 Binder, Nemčija 
inkubator-stresalnik OTSHTD.EU1.C Sanyo, UK 
vir elektrike za elektroforezo MS-300 Major Scientific, ZDA 
Power Pack P-25 Biometra, Nemčija 
laminarij MC 12-3 Iskra PIO (Slovenija)  
magnetno mešalo FB15045 Fischer Scientific ZDA 
mikroskop Leica MZ75 Leica (Nemčija) 
naprava za fotografiranje 
gelov 
MiniBis Pro DNR Bio Imaging systems 
(Izrael) 
trikloroocetna kislina (TCA) Merck, Nemčija 
tripan modro Gibco,  Združeno kraljestvo 
TEMED  Merck, Nemčija 
Tris  Merck, Nemčija 




naprava za fotografiranje 
gelov 
ChemiDoc MP Bio-Rad, ZDA 
oprema za AGE Owl B2-BP 
EasyCast 
Thermo Fischer Scientific, ZDA 







ABI Veriti Thermal 
Cycler 
Thermo Fischer Scientific, ZDA 
















vorteks Vibromix 10 Tehtnica, Slovenija 
stresalnik Rotomix Ty.50800 Thermo Fischer Scientific, ZDA 
Kambič IS 200K Kambič, Slovenija 
spektrofotometer Cary 50 Bio Varian, ZDA 
NanoDrop 2000 c Thermo Fischer Scientific, ZDA 
tehtnica WLC2/A2 Radwag, Poljska 
XA/60/220/X Radwag, Poljska 
PL83-S/PL3001-S Mettler Toledo (Švica/ZDA) 
termoblok Bio TDB-100 Biosan, Latvija 
Eppendorf 5436 Eppendorf, Nemčija 
vir napetosti za elektroforezo EPS-301 Amersham Biosciences, ZDA 

















Celična linija HEK293T je derivat človeških embrionalnih ledvičnih celic, ki 
vsebuje antigen T virusa SV40. Morfološko so to epitelijske celice, ki se pritrjujejo na 
podlago. [9] Zaradi zanesljive rasti in učinkovite transfekcije se že leta uporabljajo v 
raziskavah celične biologije. Uporablja jih tudi biotehnološka industrija za proizvodnjo 




Celično linijo U-937 sta Sundstrom in Nilsson leta 1974 izolirala iz malignih celic, 
pridobljenih iz 37-letnega pacienta z difuznim histiocitnim limfomom. Morfološko so 
celice monociti in jih gojimo v suspenziji. [10] Obstaja možnost diferenciranja kot odziv 
na topne dražljaje, pri čemer prevzamejo morfologijo in značilnosti zrelih makrofagov. 
Ker izhajajo iz mieloidne linije, lahko izločijo veliko število citokinov in 
kemokinov bodisi konstitutivno (npr. IL-1 in GM-CSF) bodisi kot odziv na stimulacije. 
TNFα in rekombinantni GM-CSF neodvisno spodbujata nastajanje IL-10 v celicah U937. 
 
3.1.5. Gojišča  
 
gojišče proizvajalec 
DMEM Merck, Nemčija 





Gojišče DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) je različica gojišča 
EMEM (Eagle's Minimum Essential Medium) in je primerno za gojenje večine sesalskih 




Gojišče RPMI-1640 (Rosewell Park Memorial Institute) je uporabno za gojenje 
različnih linij sesalskih celic. RPMI 1640 Medium se od drugih gojišč razlikuje po tem, 
da vsebuje reducent glutation in visoke koncentracije vitaminov. Vsebuje tudi biotin, 
vitamin B12 in PABA, ki jih ne najdemo v gojiščih EMEM ali DMEM. Uporabili smo 





3.1.6. Elektroforezni standardi 
 
standard proizvajalec 
GeneRuler 100bp DNA Ladder Thermo Scientific, ZDA 
1 kbp Plus DNA Ladder Thermo Scientific, ZDA 
Unstained Protein MW Marker Thermo Scientific, ZDA 
 
 
3.1.7. Inhibitorji, uporabljeni pri liziranju celic 
 
E-64 (L-trans-epoksisukcinil-levcilamido-(4-gvanidino) butan) je ireverzibilni 
inhibitor, ki tvori tioestrsko vez s tiolno skupino Cys v aktivnem mestu. Je neselektiven 
inhibitor cisteinskih katepsinov, razen katepsina C. 
 
 











PMSF (fenilmetilsulfonil fluorid) je inhibitor serinskih peptidaz, kot so kimotripsin, 
tripsin in trombin. 
 
 





3.1.8. Kompleti reagentov 
 
komplet reagentov proizvajalec 
GeneJet Plasmid Miniprep Kit Thermo Fischer Scientific, ZDA 
Omega Gel Extraction Kit Omega Bio-tek, ZDA 
CloneJET PCR Cloning Kit Thermo Fischer Scientific, ZDA 
 
 
3.1.9. Encimi  
 
encim proizvajalec 
restrikcijski encim NcoI Thermo Fischer Scientific, ZDA 
restrikcijski encim XhoI Thermo Fischer Scientific, ZDA 
DNA-polimeraza Taq  Thermo Fischer Scientific, ZDA 

















3.1.10. Sintetično nukleotidno zaporedje ISOC2  
 
Za izražanje proteina ISOC2 smo naročili sintetično zaporedje DNA, ki je 
vsebovalo zapis cDNA za izoobliko 1 človeškega proteina ISOC2, uvedli pa smo še 
restrikcijski mesti za encima NcoI (na 5' koncu) in XhoI (na 3' koncu) (slika 8). 




Slika 7. Sintetizirano nukleotidno zaporedje, ki zapisuje za človeški ISOC2. Svetlomodro je označeno 
restrikcijsko mesto za NcoI, zeleno pa za XhoI. Podčrtano je kodirajoče zaporedje za protein ISOC2. 
 
 
3.1.11. Klonirni vektor pJET 1.2 
  
pJET 1.2 je klonirni vektor, ki vsebuje letalni gen za restrikcijski encim eco47IR. 
V genu se nahaja cepitveno mesto za EcoRV, preko katerega lahko v vektor vključimo 
fragment DNA s topimi konci in na ta način onemogočimo izražanje letalnega gena. Po 
transformaciji z vektorjem zrastejo le kolonije bakterij, ki vsebujejo vektor z insertom. 
Če pride do ligacije vektorja brez inserta, se izrazi letalni gen in tako po transformaciji 
ubije gostiteljsko celico. Hitra in pozitivna selekcija drastično pospeši proces 
pregledovanja kolonij in odpravi dodatne stroške, ki so potrebni za modro-belo selekcijo. 








3.1.12. Ekspresijski vektor pET-28b(+) 
 
Sistem klonirnih vektorjev pET je najmočnejši, kar so jih doslej razvili za 
izražanje rekombinantnih proteinov v E. coli. Tarčni zapisi se v plazmidu pET28b 
prepisujejo s promotorja bakteriofaga T7, ki je pod kontrolo lac-operatorja. Vektor 
vsebuje tudi zapis za lacI, ki kodira lac-represor. Ekspresijo induciramo z zagotavljanjem 
vira RNA-polimeraze T7 v gostiteljski celici. RNA-polimeraza T7 je tako selektivna in 
aktivna, da se ob popolni indukciji skoraj vsi viri celice usmerijo v proizvodnjo 
rekombinantnega proteina. 
Vektor pET-28b (+) vsebuje klonirno mesto s prepoznavnimi mesti za več 
pogostih restrikcijskih encimov in omogoča več fuzij k rekombinantnemu zapisu N-
končno in/ali C-končno oznako His, omogoča tudi odcepitev N-končne fuzije s 
trombinom. Ori-vektor omogoča nizko replikacijo vektorja, dodatni ori f1 pa omogoča 
sintezo enoverižne kodirajoče verige DNA. Kot selekcijski marker vsebuje gen za 
odpornost proti kanamicinu. 
 
 
Slika 8. Karta vektorja  pJET 1.2 AmpR – rezistenca ampicilina, ori – mesto začetka podvojevanja, MCS 
– območje z več mesti za kloniranje (angl. multiple cloning site, MCS), eco47IR – gen za restrikcijsko 





Slika 9. Karta vektorja pET-28b(+). KanR – rezistenca kanamicina, ori – mesto začetka podvojevanja, 
MCS – območje z več mesti za kloniranje (angl. multiple cloning site, MCS), lacI – gen za represor lac. 
Slika je narejena v programu Snapgene. 
3.1.13. Oligonukleotidi 
 
Za PCR na osnovi bakterijske kolonije smo uporabili dva para komercialnih 
oligonukleotidov, ki se prilegata zaporedjem vektorjev zunaj klonirnih mest.  
 
 
• vektor pJET1.2 
 
zaporedje oligonukleotida dolžina [bp] Tm [°C] 
pJET1.2 Forward primer:  
5’-CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3 
23 66 




• vektor pET-28b(+)  
 
zaporedje oligonukleotida dolžina [bp] Tm [°C] 
T7 pre-promotor primer:  
5’- CAGCAACCGCACCTGTG -3 
17 59.3 
T7 terminator primer:  





3.1.14. Bakterijski sev  
 
Pri delu smo uporabili naslednja dva seva E. coli: 
 
• DH5α je sev, ki ga pogosto uporabljamo za splošne postopke kloniranja. Ima 
genotip F- φ80lacZ∆M15 ∆ (lacZYA-argF) U169 deoR recA1 endA1 hsdR17 (rk , 
mk +) phoA supE44 λ- thi-1 gyrA96 relA1. 
 
DH5α ima več lastnosti, zaradi katerih je dobra izbira za kloniranje: mutacija 
endA1, ki inaktivira znotrajcelično endonukleazo, ki razgradi plazmidno DNA, 
stabilnost inserta zaradi mutacije recA1 in Δ (lacZ) M15, ki je alfa-akceptorski 
alel, potreben za modro-beli test na osnovi gena lacZ itd. Ta sev smo uporabili 
tudi pri razmnoževanju in izolaciji vektorja pET28b z insertom. Pomembno je, da 
ti sevi ne proizvajajo RNA-polimeraze T7, tako da ekspresija promotorja T7 
ostane na nizki ravni. 
 
• BL21 (DE3) je univerzalni sev za izražanje proteina v večji količini in enostavno 
indukcijo. Genotip seva je Δ(ara-leu)7697 ΔlacX74 ΔphoA PvuII phoR araD139 
ahpC galE galK rpsL(DE3) F′[lac+ lacIq pro] gor522::Tn10 trxB pLysSRARE2 
(CamR, StrR, TetR).  
 
DE3 označuje, da je gostitelj lizogen λDE3 in ima kromosomsko kopijo gena 
RNA-polimeraze T7 pod nadzorom promotorja lacUV5 in dodatno kopijo gena 
lac-represorja lacI. Zaradi tega je sev primeren za izražanje proteinov s pomočjo 
indukcije z IPTG.  
 
3.1.15. Gojišča in antibiotiki  
 
Pri gojenju bakterijskih celic smo uporabljali tekoča in trdna gojišča (agar plošče): 
gojišče LB, ki vsebuje 10 g/L triptona, 5 g/L kvasnega ekstrakta, 10 g/L NaCl. Vsa gojišča 
so bila avtoklavirana pred uporabo. Za gojenje celic DH5α in BL21 (DE3) smo 
uporabljali gojišča LBA oz. LBK. Koncentracije antibiotika najdemo v spodnji tabeli.  
 









ampicilin (A) 100 100 





3.2.1. Priprava gojišča za celice U-937 
 
Celice U-937 smo gojili v gojišču RPMI-1640 z 10-% inaktiviranim FBS in 1-% 
antibiotiki P/S v plastenkah T-75 za gojenje celičnih kultur velikosti 75 cm2. Gojenje je 
potekalo v inkubatorju pri temperaturi 37 °C in 5 % CO2. 
3.2.2. Gojenje, redčenje in precepljanje celic U-937 
 
Celicam U-937 smo v laminariju pod sterilnimi pogoji menjavali gojišče na vsake 
tri do štiri dni. Najprej smo jih vedno prešteli s pomočjo citometra in potem centrifugirali 
celično suspenzijo, 7 min pri sobni temperaturi in 200 x g. Ko je bilo število celic večje 
od 2 x 106 celic/ml, smo jih razredčili na 5−5,5 x 105 celic/ml. V ta namen smo ustrezno 
količino celic posedli s centrifugiranjem in nato resuspendirali v svežem gojišču volumna 
25 ml.  
 
3.2.3. Štetje celic s hemocitometrom  
 
Mešanica za štetje celic s hemocitometrom vsebuje 30 µL barvila tripan modro in 
10 µL suspenzije celic. 10 µL mešanice nanesemo pod krovno stekelce na hemocitometru 
in pobarvamo ozadje tako, da vidimo žive celice kot svetlobele pike. Izračunamo gostoto 
celic v celični suspenziji volumna 25 ml po enačbi: 
 
𝜌 = ( 
𝑥
4
∗ 104 ∗ 4 ) celic/ml 
 
  
3.2.4. Liza celic U-937 
 
Celice U937, gojene v dveh posameznih plastenkah T-75, smo posedli s 
centrifugiranjem, ko je bilo okrog 2 x 107 celic/ml. Usedlino celic smo shranili pri -20 °C.  
Pred uporabo smo zamrznjene celice odtalili na ledu, potem pa jih resuspendirali v 1 ml 
pripravljenega lizatnega pufra (20 mM Na2HPO4, 0,5 M NaCl, 5 mM EDTA, 1-% (v/v) 
Triton X-100, 50 µg/ml PMSF, 10 µM E-64, pH 7,42). Vzorce smo inkubirali 1 uro na 
ledu, nato pa centrifugirali 2 min pri 14 000 g in 4 °C za 10 min. Supernatant smo 





3.2.5. Priprava afinitetne kolone 
 
Za pripravo afinitetne kolone smo uporabili nosilec NHS-activated Sepharose™ 
4 Fast flow proizvajalca GE Healthcare Life Sciences, ki predstavlja aktiviran agarozni 
matriks v obliki kroglic povprečnega premera 90 μm in je močno zamrežen okrog 4 %. 
Matriks vsebuje terminalno karboksilno skupino, aktivirano z esterifikacijo z N-
hidroksisukcinimidom (NHS), ki je na agarozo pripeta z vmesnikom oz. ročico C6. 
Ligandi s primarno aminsko skupino se vežejo na nosilec, in sicer hitro in spontano s 
pomočjo nukleofilnega napada na estrsko vez, pri čemer se tvori stabilna amidna vez. 
Priprava kolone je potekala po navodilih proizvajalca. Ustrezne raztopine smo 
pred uporabo ohladili na 4 ˚C, da se je ohranila maksimalna vezavna kapaciteta kolone. 
Sam nosilec je bil shranjen v izopropanolu. Za pripravo kolone smo okoli 5 ml medija 
prenesli v centrifugirko in centrifugirali 10 minut pri 500 x g in 4˚C ter nato odstranili 
izopropanol (supernatant). Gel smo sprali z 10−15 volumni (V) ohlajene 1 mM raztopine 
HCl in centrifugirali pri enakih pogojih. Nato smo gelu dodali približno 50 mg ustreznega 
liganda, raztopljenega v 5 ml vezalnega pufra, (0,2 M NaHCO3, 0,5 M NaCl pH 8,3) ter 
čez noč inkubirali pri 4 ˚C. Naslednji dan smo gel posedli s centrifugiranjem in odstranili 
vezalni pufer, nato pa preostala prosta mesta blokirali z 0,1 M Tris-HCL. Nosilec smo 
trikrat spirali izmenično z dvema pufroma: 0,1 M acetatnim pufrom (0,1 M CH3COONa; 
0,5 M NaCl; pH 4,5) in 0,1 M Tris-HCl, pH 8,0 s centrifugiranjem po enakem postopku 
kot zgoraj. Tako pripravljen gel smo shranili v 20-% (v/v) etanolu v hladilniku (4 ˚C). Za 
izvedbo afinitetne kromatografije smo pripravljeni gel prenesli v prazno kolono z 




Slika 10. Vezava liganda na kolono. Ligand, ki ima aminsko skupino, je nukleofil in napada estrsko vez v 





3.2.6. Afinitetna kromatografija 
  
Pri sami kromatografiji smo uporabili dva različna protokola, ki sta se razlikovala v 
načinu elucije vezanih proteinov z afinitetne kolone. 
 
• Elucija s spremembo pH 
  
Kolono smo umerili z vezalnim pufrom (20 mM Na2HPO4, 0,5 M NaCl, 5 mM EDTA, 
1-% (v/v) Triton X-100, pH 7,42) pri pretoku mobilne faze 1 ml/min. Po nanosu vzorca 
pri enakem pretoku smo kolono sprali s 6 ml istega pufra, nato pa še z 12 ml pufra za 
spiranje (20 mM Na2HPO4, 0,5 M NaCl, 0,05-% (v/v) Triton X-100, pH 7,40). Vse 
frakcije smo zbrali v mikrocentrifugirke po 1 ml. Vezane proteine smo eluirali s citratnim 
pufrom (45 mM citronska kislina; 5 mM natrijev citrat; 0,05-% (v/v) Triton X-100; pH 





Slika 11. Postopek ločevanja v afinitetni kromatografiji. Molekule interagirajo z ligandom na nosilcu 
(v formi trikotnika), ostale molekule, ki nimajo interakcije, speremo s kolone. Elucija vezanih molekul je 
lahko s spremembo pH-ja (kot na sliki) ali z večjo koncentracijo liganda v pufru. Povzeto po viru [14]. 
 
• Elucija z ligandom 
 
Kolono smo ekvilibrirali z vezalnim pufrom, (20 mM Na2HPO4, 0,5 M NaCl, 5 mM 
EDTA, 1-% (v/v) Triton X-100, pH 7,42) in nato nanesli vzorec. Kolono smo sprali s 
približno 10 ml istega pufra, nato pa vezane proteine eluirali z vezalnim pufrom, ki je 
vseboval 50 mM ligand. Nato smo kolono sprali z 12 ml pufra za spiranje (20 mM 
Na2HPO4, 0,5 M NaCl, 0,05-% (v/v) Triton X-100, pH 7,40) ter preostale vezane proteine 
eluirali s citratnim pufrom (45 mM citronska kislina; 5 mM natrijev citrat; 0,05-% (v/v) 
Triton X-100; pH 3 ). Ves čas smo zbirali frakcije velikosti 1 ml. Hitrost pretoka mobilne 




3.2.7. Obarjanje proteinov 
 
Proteine v eluiranih frakcijah smo oborili s trikloroocetno kislino. K vsaki 
mikrocentrifugirki smo dodali 100 μl 100-% (w/V) TCA, tako da je bila končna 
koncentacija TCA okoli 10-%, ter vzorce čez noč shranili v hladilniku pri 4 ˚C. Naslednji 
dan smo vsak vzorec centrifugirali 10 min pri 10 000 x g in 4 ˚C. Pri vsakem koraku smo 
supernatant zavrgli ter k usedlini dodali vsebino nove mikrocentrifugirke. Tako smo več 
zaporednih frakcij združili v isti mikrocentrifugirki. 
Usedline smo dvakrat sprali s 100 μl mrzlega acetona in ponovno centrifugirali 
pri enakih pogojih. Odstranili smo supernatant in usedlino sušili okoli 30 min v SpeedVac 
pri 56 ˚C. Tako posušen vzorec smo resuspendirali v 10 μl destilirane vode in 10 μl 5x 
nanašalnega pufra NaDS za NaDS-PAGE. (10-% (v/v) glicerol; 2-% (w/v) NaDS; 4-% 
(w/v) β-merkaptoetanol; 0,05-% (w/v) bromfenol modro; 75 mM Tris-HCl; pH 6,8) Pred 
nanosom na gel PAGE je treba vzorec inkubirati približno 5 min pri 95 ̊ C na termobloku. 
 
3.2.8. Elektroforeza NaDS-PAGE 
 
Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega lavrilsulfata 
(dodecilsulfat, NaDS) je separacijska metoda, s katero ločujemo proteine na osnovi mase. 
V splošnem je hitrost potovanja nabitega delca v električnem polju odvisna od razmerja 
med nabojem in maso delca. Vezava dodecilsulfata na polipeptidno verigo omogoča, da 
je razmerje pri elektroforezi NaDS-PAGE za vse proteine enako, tako da postanejo 
enakomerno negativno nabiti. V takšni obliki proteini potujejo proti nasprotno nabiti 
elektrodi, tj. anodi. Elektroforezno mobilnost proteina, ki potuje skozi zamrežen gel, tako 
določa le velikost proteina oz. dolžina polipeptidne verige.  
Natrijev dodecil sulfat (NaDS) je močen detergent, ki ga uporabljamo za 
denaturacijo proteinov v razvite, posamezne polipeptide. Če mešanico proteinov 
segrejemo v prisotnosti NaDS, se detergent ovije okoli polipeptidne verige, tako da 
proteini dobijo iztegnjene strukture z uniformno gostoto naboja, ki je enaka skupnemu 
negativnemu naboju na enoto dolžine. Brez dodatka NaDS bi različni proteini s 
podobnimi molekulskimi masami zaradi razlik v razmerjih masa-naboj potovali različno, 
saj ima vsak protein svojo izoelektrično točko in molekulsko maso, ki je značilna za 







Slika 12. Vpliv molekule NaDS na proteine, spremembe kvartarnih, terciarnih in sekundarnih 
struktur. Povzeto po viru [15]. 
 
 
Tako pripravljeni proteini se bodo med elektroforezo ločili izključno zaradi svoje 
velikosti. Večji proteini bodo skozi poliakriamidni gel potovali počasneje kakor manjši. 
Za boljše ločevanje večjih proteinov uporabimo manj zamrežene gele, z uporabo bolj 
zamreženih gelov pa zagotovimo boljšo resolucijo pri ločevanju manjših proteinov. 
Obstaja več vrst elektroforeze glede na to, kaj uporabimo. Lahko imamo nativno 
poliakrilamidno elektroforezo, pri kateri ne uporabimo NaDS in obdržimo nativno 
strukturo proteina, ali pa uporabimo detergent in denaturiramo proteine. Glede na 
uporabo puferskih sistemov pa obstajata kontinuirna in diskontinuirna poliakrilamidna 
elektroforeza; pri našem delu smo uporabili diskontinuirno. Metoda temelji na uporabi 
dveh puferskih sistemov, poliakrilamidni gel je torej sestavljen iz dveh delov. Spodnji del 
predstavlja ločevalni gel z majhnimi porami in pH 8,8, zgornji del pa zbiralni gel z večjimi 
porami in nižjo pH 6,8. Zbiralni gel je namenjen oblikovanju ionskega gradienta in 
omogoča zbiranje proteinov v ozki koloni. Na tej stopnji vsi proteini potujejo z enako 
hitrostjo zaradi vpliva izotakoforeze. To se pojavi v območju gela, ki ima večje pore in 
tako ni ovire potovanja med procesom fokusiranja. Tako postavljene proteine z istim 
izhodiščem ločujemo po velikosti v spodnjem gelu, ki mu rečemo ločevalni gel. Lastnosti 
gela so, da je bolj zamrežen, manjše pore omogočajo boljšo ločljivost, pH vrednost gela, 
pri kateri imajo ioni v pufru večji naboj, povzročijo, da prehitijo proteine prekrite s NaDS 
in tako izničijo ionski gradient ter obenem tudi pojav zbiranja. Zamreženost ločevalnega 


























2,14 ml 1,83 ml 3,08 ml 
4x pufer za ločitveni gel 





1,25 ml 1,25 ml - 
4x pufer za 
koncentracijski gel (0,5 M 
Tris/HCl; pH 6,8) 







1,57 ml 1,88 ml 0,625 ml 






7,5 µL 7,5 µL 7,5 µL 
10-% (w/v) APS 15 µL 15 µL 15 µL 15 µL 15 µL 
 
  
Izvajanje NaDS-PAGE je potekalo v napravi za elektroforezo, pri čemer je bil 
vnaprej pripravljen gel izpostavljen napetosti med dvema elektrodama. V elektroforezno 
kadičko smo nalili 1x elektroforezni pufer NaDS (250 mM Tris,1,92 M glicin, 1-% NaDS, 
pH 8,3), v žepke zbiralnega gela pa smo nanesli standard in vzorce. Napravo smo 
priklopili na napetost 300 V in ustrezni tok glede na število gelov (35 mA/gel) ter 
spremljali potovanje fronte proti koncu dela.  
 
 
3.2.9. Detektiranje proteinov po NaDS-PAGE 
 
Po končani elektroforezi smo ločene proteine v gelu detektirali z barvilom CBB 
(Coomassie Brilliant Blue). CBB je nespecifično barvilo, ki se veže na pozitivno nabite 
skupine aminokislinskih ostankov lizina, arginina in histidina. Po končani elektroforezi 
smo gel sprali z destilirano vodo in ga prenesli v stekleno petrijevko. Gel smo pobarvali 
zbarvo CBB (2,4 mM CBB; 40-% (v/v) etanol), nato pa stresali približno 45 minut. 
Naslednji korak je bil razbarvanje s tekočino za razbarvanje (30-% (v/v) etanol; 10-% 









3.2.10. Sinteza liganda 1 
 
V 4 ml n-propanola smo raztopili ustrezen monosubstituiran hidrazin-cikloheksil 
hidrazin hidroklorid (a-1mmol, 151 mg), nato smo dodali enamino laktama-enamion, ki 
ima skupino Boc kot zaščito (b-1 mmol, 240 mg). Reakcija je potekla 4 ure pri temperaturi 
refluksa 115 °C. Hlapne komponente smo vakuumsko uparili, vzeli vzorec za TLC ter 
dodali 2M HCl v etil acetatu in pustili, da reakcija poteka 72 ur na sobni temperaturi. 
Dobljene kristale smo odnučali, sprali z etil acetatom in jih posušili v atmosferi argona. 
Mobilna faza za TLC (tankoplastna kromatografija) je bila etil acetat in tako smo 
določili Rf-vrednosti produkta 1(c) in finalnega produkta (d) [4]. (Slika 13) 
 
1H NMR (300 MHz, DMSO): δ (ppm) 1.09-1.83 (10H, m, 10H-C6H11); 2.67 (2H, br t, 
1'-CH2); 2.96 (2H, br sekstet, 2'-CH2); 4.17-4.28 (1H, m, 1H-C6H11); 7.65 (1H, s, 3-CH); 
8.13 (3H, br s, NH3 











3.2.11. Test citotoksičnosti 
 
Test MTT uporabljamo, da bi izmerili celično metabolitično aktivnost, ki nam 
pokaže tudi viabilnost, proliferacijo celic in potencialno citotoksičnost dodanih spojin. Je 
kolorimetrična metoda, ki temelji na redukciji rumene tetrazolijeve soli (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid ali MTT) do vijoličnih formazanskih 
kristalov. Žive celice imajo oksidoreduktazne encime, odvisne od NAD(P)H, ki 
omogočajo reakcijo redukcije MTT do formazana. Vijolični kristali, ki se tvorijo med 
reakcijo, so netopni v vodi in zato za njihovo raztapljanje uporabljamo raztopino, ki 
vsebuje HCl in detergent NP40. Tako lahko potem s spektrofotometrom izmerimo 
absorbanco pri valovni dolžini 500−600 nm, ki je sorazmerna s številom živih, metabolno 
aktivnih celic. 
Za ta test smo uporabili celice HEK-293T, ki so bile prej gojene na 10 cm plošči 
v gojišču DMEM. Test smo opravili v sterilni mikrotitrski plošči s 96 vdolbinami. Da bi 
se celice čim bolj pritrdile na podlago plošče, smo vdolbinice prevlekli s poli-L-lizinom. 
Ta pozitivno nabiti polimer interagira z negativno nabitimi celicami. Po prevleki s poli-
L-lizinom smo luknjice trikrat sprali s PBS volumna 100 µl. 
Število celic, ki je potrebno za izvedbo testa, je reda velikosti 105 celic/ml, tako 
da smo celice po štetju z barvilom tripan modro po potrebi redčili do ustrezne gostote. V 
vsako vdolbino smo dodali 100 µl celične suspenzije. Inkubacija celice je potekala v 
celičnem inkubatorju 24 ur pri temperaturi 37 °C. Naslednji dan smo celicam dodajali 
naraščajoče koncentracije spojine, ki smo jo predtem ustrezno razredčili v PBS, in sicer 
v območju končnih koncentracij med 50 µM in 2 mM do končnega volumna 100 µl in 
nato celicam dodali ustrezen volumen. Ozadje je predstavljalo gojišče DMEM in 3,5 µL 
PBS, pozitivno kontrolo samo celice in 3,5 µl PBS, negativno kontrolo pa celice z dodano 
raztopino 37-% HCl (končna koncentracija 0,4 M). Vse poskuse smo izvedli v treh 
paralelkah. Ploščo smo inkubirali naslednjih 24 ur pri 37 ℃, nato pa dodali raztopino 
MTT v PBS s koncentracijo 5 mg/ml. Inkubacijo smo nadaljevali še 3,5 ure, potem pa 
previdno odstranili tekočino iz posameznih vdolbinic in dodali raztopino izopropanola s 
4 mM HCl in 0,1-% NP40. S to raztopino smo raztopili netopne vijolične kristale in jih 
sprostili iz celic. Ploščo smo stresali 10 min pri sobni temperaturi in potem izmerili 





3.2.12. Kvantitativna analiza proteinov z metodo po Bradfordu 
 
Metoda po Bradfordu je hitra in natančna metoda, s katero določimo koncentracijo 
proteinov v vzorcu. Test temelji na vezavi barvila Coomassie Blue G250 na proteine. 
Podrobne študije kažejo, da lahko nevezano barvilo obstaja v štirih različnih ionskih 
oblikah, katerih pKa vrednosti so 1,15, 1,82 in 12,4. Obliki barvila, ki prevladujeta v 
raztopini kislega reagenta, tj. kationskardeča in zelena oblika, imata maksimum 
absorbance pri 470 nm oziroma 650 nm, anionska modra oblika barvila, ki se veže na 
proteine in prevladuje v bazični sredini, pa ima absorbcijski maksimum pri 590 nm. 
Količino proteinov rutinsko ocenimo z merjenjem absorbance raztopine pri 595 nm ter 
njeno primerjavo z ustrezno umeritveno krivuljo. Barvilo se veže na argininske in lizinske 
ostanke proteinov, ta specifičnost pa lahko privede do razlik v odzivu testa na različne 
proteine, kar je glavna pomanjkljivost metode.  
Reagent smo redčili z deionizirano vodo v razmerju 1 : 5 in za posamezno reakcijo 
uporabili 200 µl redčitve. Volumen vzorca je bil 10 µl. Vzorce smo inkubirali 5 min pri 
sobni temperaturi, da je potekla reakcija, in potem izmerili absorbanco pri 595 nm. Na 





Slika 14. Standardna krivulja BSA za določanje koncentracijo proteinov po Bradfordu. 
  



















3.3. Molekulsko kloniranje 
3.3.1. Priprava raztopine inserta (ang. gene-block) 
 
Genski fragment, ki smo ga naročili, je bil liofiliziran. Najprej smo ga 
centrifugirali 1 minuto pri 3000 x g nato pa dodali 50 µl TE pufra, da je bila končna 
koncentracija DNA 10 ng/µl. Po kratkem vorteksiranju smo vzorec inkubirali 20 minut 
pri 50 °C. Tako pripravljen fragment smo uporabili v naslednjih korakih kloniranja. 
 
3.3.2. Ligacija inserta v klonirni vektor pJET 1.2 
 
Po pripravi založne raztopine fragmenta smo fragment ligirali v klonirni vektor 
pJET 1.2, tako da smo uporabili DNA-ligazo T4, ki katalizira tvorbo fosfodiestrskih vezi 
v vektorju. Ligacijska mešanica je vsebovala: 
 
Tabela 3. Reakcijska mešanica za ligacijo inserta v klonirni vektor 
 
Reakcijsko mešanico smo inkubirali 30 minut pri sobni temperaturi, nato pa 1 minuto na 
ledu. Uporabili smo celoten volumen mešanice za transformacijo kompetentnih celic 
DH5α. [18] 
 
3.3.3. Transformacija kompetentnih celic DH5α 
 
S transformacijo vnesemo tujo DNA (vektor) v bakterijsko celico. Celice, ki lahko 
prevzamejo DNA, se imenujejo kompetentne celice. Umetno kompetenco sprožimo pri 
postopkih, ki vključujejo pasivno prepustnost celice za DNA, tako da jo izpostavljamo 
razmeram, ki se v naravi običajno ne pojavljajo. Ob dodatku ligacijske mešanice celice 
inkubiramo na ledu, v raztopini, ki vsebuje dvovalentne katione (CaCl2), preden jih 
izpostavimo toplotnemu šoku. Vloga kalcija klorida je, da naredi kationski most med 
negativnimi naboji fosforiliranega lipida na membrani celice in fosfatih v molekuli DNA. 
komponenta volumen [μl] 
pJET 1.2./klonirni vektor s topimi konci 0,5 
insert (fragment DNA ISOC2) 3,5 
2x reakcijski pufer za T4 5 





Pri toplotnem šoku se zniža membranski potencial, zato tuja DNA lahko vstopi v 
celico. Nato celice gojimo v gojišču brez antibiotikov (ang. recovery), kar jim omogoča, 
da obnovijo in sintetizirajo proteine selekcijskih markerjev. Potem celice nacepimo na 
trdnem mediju z ustreznimi antibiotiki. 
Kompetentne celice (100 μl) so shranjene pri -80 °C. Odtalili smo jih na ledu in 
dodali 10 μl ligacijske mešanice. Zmes smo inkubirali 30 minut na ledu in nato 45 s pri 
42 °C. Po toplotnem šoku smo jih 2 minuti hladili na ledu. Dodali smo 900 μl LB gojišča 
brez antibiotika in jih inkubirali na stresalniku eno uro pri 37 °C. Nato smo jih 
centrifugrirali 3 minute pri 3000 x g. 900 μl supernatanta smo zavrgli, pelet pa smo 
resuspendirali v preostalih 100 μl in ga nanesli na agar ploščo LB, ki je vsebovala 
antibiotik ampicilin, ustrezen selekcijski marker za pJET 1.2 vektor. Vse plošče smo 
inkubirali čez noč pri 37 °C. 
 
 
3.3.4. PCR bakterijske kolonije 
 
Z metodo PCR bakterijske kolonije hitro ugotovimo, katere transformante 
vsebujejo želen insert. Protokol vključuje termično lizo celic pri 95 °C, pri kateri se 
plazmidna DNA sprosti iz bakterijskih celic, tako da postane matrika za pomnoževanje 
DNA z ustreznimi začetnimi oligonukleotidi. 
 
 











komponenta volumen [μl] 
dH2O 
10x pufer DreamTaq Green 
11,5 
2 
2 mM dNTP 2 
začetni oligonukleotid (10 μM) 2 
reverzni oligonukleotid (10 μM) 2 





Tabela 5. Program PCR bakterijske kolonije 
  
 
Metodo smo uporabili za testiranje transformant DH5α na prisotnost inserta 
ISOC2. Bakterije smo gojili čez noč na agarnih ploščah LBA (za vektor pJET) in LBK 
(za vektor pET28) pri 37 °C. Z uporabo sterilne 10 μl konice tipsa smo izbrali eno 
kolonijo, jo prenesli v reakcijsko zmes in jo nato razmazali na svežo ploščo. [19] 
 
3.3.5. Agarozna gelska elektroforeza 
 
Ločevanje fragmentov DNA po velikosti dosežemo z agarozno gelsko 
elektroforezo (AGE). Molekule DNA se ločijo na osnovi naboja v električnem polju. Ker 
so negativno nabite, potujejo proti pozitivni anodi. V gelu so polimeri agaroze kovalentno 
povezani v snope, z vmesnimi porami, ki vplivajo na ločevanje fragmentov. Krajši 
fragmenti potujejo hitreje kot daljši, dodatno zvita DNA pa potuje hitreje kot linearna. Za 
detekcijo fragmentov DNA pri ulivanju gela dodamo interkalator etidijev bromid (EtBr), 
ki ob obsevanju z UV-svetlobo fluorescira oranžno barvo. 
Uporabljali smo 1,2-% agarozni gel, ki smo ga pripravili tako, da smo 0,72 g 
agaroze zatehtali v 60 ml 1x pufra TAE (40 mM Tris, 20 mM Na-acetat, 1 mM EDTA, 
pH 8,3). Zmes smo segrevali v mikrovalovni pečici, dokler se vsa agaroza ni raztopila. 
Nato smo gel ohladili, dodali 7,5 μl etidijevega bromida in ga vlili v pladenj za gel ter 
dodali glavniček z ustreznimi žepki. V žepke smo nanesli 10 μl DNA lestvice in naše 
vzorce. Elektroforeza je potekala pri napetosti 100 V, fragmente DNA pa smo po ločbi 
zaznali z UV-svetlobo. 
 
3.3.6. Izolacija plazmida iz prekonočnih kultur 
 
Po potrditvi s PCR smo s sterilnim zobotrebcem prenesli pozitivno kolonijo v 
tekoče gojišče LBA (ali LBK − odvisno od plazmida) in kulturo inkubirali v stresalniku 
preko noči pri 37° C. Za izolacijo plazmidne DNA smo uporabili komercialno dostopni 
GeneJet Plasmid Miniprep Kit. [20]  
reakcija temperatura [°C] čas[min]  
Primarna denaturacija 95 1  
denaturacija 95 0:30  
prileganje 60 0:30             25x  
podaljšanje 72 1  
končno podaljšanje 72 10  




3.3.7. Rezanje DNA z restriktazami  
 
Encimom, ki režejo plazmidno DNA na določena mesta, ki so ponavadi 
palindromna, pravimo restrikcijske endonukleaze. Odvisno od tipa encima lahko po 
rezanju dobimo tope ali lepljive konce.  
Pri molekulskem kloniranju smo uporabili restrikcijska encima NcoI in XhoI, ki 
oba tvorita lepljive konce. Insert ISOC2 na 5' koncu vsebuje prepoznavno zaporedje za 
NcoI, na 3' koncu pa za XhoI. Z isto kombinacijo restriktaz smo rezali tudi vektor pET-
28b(+).  
 








Pripravili smo reakcijsko mešanico, prikazano v tabeli 7, in reakcijo inkubirali čez 
noč pri 37 °C.  
 
 Tabela 7. Restrikcijska mešanica 
 
3.3.8. Izolacija DNA iz gela 
 
Restrikcijsko mešanico smo ločili z AGE, ustrezne fragmente izrezali iz gela in 




restrikcijski encim restrikcijsko mesto 
NcoI 5' – C'CATGG – 3' 
3' – GGTAC'C – 5' 
XhoI 5' – C'TCGAG – 3' 
3' – GAGCT'C – 5' 
komponenta volumen [μl] 
DNA (50 ng/μl) 25 
10x pufer Tango 3 
NcoI (10 U/μl) 1 





3.3.9. Ligacija rezanega inserta v ekspresijski vektor pET28 in transformacija celic 
DH5α 
 
Po izrezu iz klonirnega vektorja pJET smo insert ligirali v rezan ekspresijski 
vektor pET-28b(+) ter z ligacijsko mešanico transformirali kompetentne celice DH5α. 
Reakcijsko mešanico smo sestavili, kot je opisano v tabeli 8. Ligacija je potekala čez noč 
pri 16 ℃. 
 
Tabela 8. Reakcijska mešanica za ligacijo inserta za ISOC2 v ekspresijski vektor pET28b. 
 
3.3.10. Izražanje rekombinantnega proteina v celicah E. coli BL21 (DE3)  
 
Ekspresijski vektor s konstruktom pET28_pT7_ISOC2_His_tag smo 
transformirali v sev E. coli BL21 (DE3). Selekcijo smo naredili na ploščah LBK nato pa 
posamezne kolonije inokulirali v 10 ml tekočega gojišča LBK ter inkubirali na stresalniku 
čez noč pri 37 °C. 
Naslednji dan smo prekonočno kulturo inokulirali v 400 ml tekočega gojišča LBK 
v 2 L erlenmajericah in stresali pri 37 °C. Med inkubacijo smo spremljali rast celic z 
merjenjem optične gostote pri 600 nm (OD600). Ko je vrednost dosegla 0,6−0,8, smo 
sprožili izražanje rekombinantnega proteina z dodatkom 1M IPTG. Inkubacijo smo nato 
nadaljevali še štiri dodatne ure pri 37 °C. Po izražanju smo celice posedli s 
centrifugiranjem in obdelali po naslednjih korakih. 
 
3.3.11. Analiza proteinov v celičnem lizatu  
 
Učinkovitost izražanja smo analizirali z NaDS-PAGE analizo proteinov v 
celičnega lizata: vzeli smo 1 ml kulture pred in po indukciji ter izmerili njihov OD600. 
Vzorce smo centrifugirali 1 min pri 11 000 x g, odstranili smo supernatant, pelet 
resuspendirali v 5x pufru NaDS-PAGE z reducentom β-merkaptoetanol in jih inkubirali 
10 minut pri 95 °C, da smo razbili celice, denaturirali proteine in raztopili vse 
komponente.  Faktor koncentracije ᴢ je bil 10. To nam je omogočilo, da smo na gel 
komponenta volumen [μl] 
pET-28b(+), rezan z NcoI in XhoI 2 
insert (fragment DNA ISOC2, rezan) 6 
10x reakcijski pufer za T4 1 





naložili enake količine celic obeh vzorcev (tj. neinduciranih in induciranih celic). 








3.3.12. Čiščenje rekombinantnega proteina ISOC2 s kolono Ni-NTA-His trap 
 
Za čiščenje rekombinantnega ISOC2 smo uporabili metodo afinitetne 
kromatografije z imobiliziranimi kovinskimi ioni (IMAC) na koloni Ni-NTA, kjer je 
kelator kovinskih ionov nitrilotriacetat. Kot smo že omenili, je kromatografija metoda, ki 
temelji na interakcijah med različnimi biomolekulami in mobilno fazo/stacionarno fazo. 
Pri afinitetni kromatografiji Ni-NTA so stacionarna faza nikljevi ioni, mobilna pa 
ustrezen pufer. Elucijo vezanih proteinov smo izvedli s kompetitivnim ligandom 
imidazolom.  
Celično kulturo po izražanju smo centrifugirali 10 min pri 8000 x g in 4 °C. 
Supernatant smo zavrgli, dodali 60 ml izotoničnega pufra (30 mM Tris-HCl, 20-% 
saharoza, 1 mM EDTA, pH 7,4) na 1 L celične suspenzije za izpiranje celic in jih ponovno 
resuspendirali. Celično suspenzijo smo centrifugirali 10 minut pri 11 000 x g in 4 °C. 
Supernatant smo zavrgli in usedlino celic shranili pri -20 °C ali takoj nadaljevali s 
čiščenjem. 
Celično usedlino smo resuspendirali v vezavnem pufru Ni-NTA (20 mM 
NaH2PO4, 0,5 M NaCl, 20 mM imidazol, pH 8,0) približno 15 ml na 1 l bakterijske 
kulture. Potem smo jih obdelali z ultrazvokom na ledu v 6 intervalih po 20 s pri 50 W, z 
desetsekundnimi premori med intervali. Sonifikacijski korak smo ponovili osemkrat. 
Celično suspenzijo smo nato centrifugirali 20 min pri 30 000 x g in 4 °C in nato filtrirali 
skozi 0,45 μm filter. 
Kolono smo pred uporabo sprali z vodo MiliQ in jo nato uravnotežili z 10 ml pufra 
Ni-NTA. Vzorec smo nanesli s pomočjo peristaltične črpalke pri pretoku 1 ml/min. Med 
nanosom smo vzorec in kolono hranili na ledu. Po nanosu vzorca smo kolono priključili 
na sistem ÄKTA FPLC za hitro čiščenje in eluiranje proteinov. Kolono smo sprali z 10 
ml vezavnega pufra Ni-NTA in nato eluirali specifično vezane proteine v 20 ml linearnem 
gradientu od 20 mM do 500 mM imidazola (20 mM NaH2PO4, 0,5 M NaCl, 500mM 
imidazol, pH 8,1). Eluate smo zbirali v frakcijah po 1,5 ml ter tiste z večjo absorpcijo 









3.3.13. Dializa in koncentriranje eluiranih frakcij 
 
Po analizi eluiranih frakcij NaDS-PAGE smo tiste, ki so vsebovale izbrani protein, 
združili in skoncentrirali s koncentratorjem Amicon® Ultra-15 10K, ki ima filter z 
omejitvijo nominalne molekularne mase 10,000 (NMWL). 
V koncentratorsmo dodali frakcije, ki vsebujejo protein z oznako His, in vsebino 
dopolnili z dializnim pufrom do 12 ml. Centrifugirali smo 30 min pri 5000 g in 10 °C. 
Protein je bil skoncentriran v 1,5 ml dializnega pufra (20 mM fosfatni pufer, 0,3 M NaCl, 
pH 8,0). Del vzorca smo dali na gel NaDS-PAGE in pogledali, ali je v njem izražen 
protein. [22] 
 
3.3.14. SEC – kromatografija z ločevanjem po velikosti  
 
Kromatografija z ločevanjem po velikosti (znana tudi kot gelska filtracija oz. 
gelska izključitvena kromatografija) je tehnika ločevanja bioloških makromolekul na 
podlagi njihove velikosti oz. molekulske mase. Kromatografska kolona vsebuje drobne 
porozne kroglice, ki so iz polimerov dekstrana (Sephadex), agaroze (Sepharose) ali 
poliakrilamida (Sephacryl ali BioGel P). Velikost por teh kroglic določa, katere 
makromolekule bodo šle skozi kolono hitreje, katere pa se bodo zadržale. Večje molekule 
preprosto prehajajo mimo por, ker so prevelike, da bi vstopile vanje, torej čim manjša je 
molekula, daljši je čas zadrževanja na koloni. 
SEC z visoko ločljivostjo je primeren za vzorce, ki vsebujejo malo komponent, 
ali za vzorce, ki so bili delno prečiščeni z drugimi tehnikami kromatografije, kar 
zagotavlja, da se izloči večina neželenih delcev s podobno velikostjo. 
 Uporabili smo kolono Superdex 75 ali Superdex 200 volumna 25 ml. Pred 
uporabo smo kolono sprali z vodo MiliQ, nato pa smo jo ekvilibrirali s pufrom (20 mM 
Tris-HCl, 0,3M NaCl, pH 8,0). Na kolono smo nanesli 500 µl vzorca in spirali z istim 
pufrom ter pobirali frakcije z večjo absorpcijo v volumnu 1,5 ml. Elucija je bila izokratna 
s pretokom 0,5 ml/min za Superdex® 75 10/300 GL oz. 0,3 ml/min za Superdex® 200 
Increase 10/300 GL. Frakcije smo analizirali na NaDS-PAGE. Po uporabi smo kolono 






4. Rezultati  
4.1. Identifikacija proteinskih tarč v lizatu celic U937  
V okviru te magistrske naloge smo hoteli okarakterizirati potencialne interakcije 
izbranih ligandov z neznanimi proteinskimi tarčami. Eden od ciljev je bil ugotoviti, ali 
obstaja vsaj ena ali morda celo več proteinskih tarč v celicah U937, ki bi se specifično 
vezale na izbrani molekuli. V ta namen smo pripravili afinitetna nosilca, na katera smo 
imobilizirali derivata pirazola na sliki 15. Nato smo na pripravljeni koloni nanesli vzorce 
lizatov gojenih celic U937.  
 
 
Slika 15. Strukturni formuli derivatov pirazola, uporabljenih v magistrski nalogi. Formuli sta bili 
narisani s programom Chemspace. 
Eksperimente smo večkrat ponovili in pri tem optimirali količino nanesenih 
vzorcev. Začeli smo z manjšim številom celic in postopoma lizirali večje število celic. 
Skupno količino proteinov v celičnih lizatih smo sproti določevali z metodo po 
Bradfordu. Kot negativno kontrolo smo uporabili kolono, ki ni imela vezanega liganda. 
 
Po nanosu vzorcev lizatov smo nevezane proteine sprali s kolone z vezavnim 
pufrom, nato pa vezane proteine eluirali. Med spiranjem in elucijo smo zbirali frakcije po 
1 ml. Zbrane vzorce smo analizirali z NaDS-PAGE po predhodnem obarjanju proteinov 
s TCA. Vzorce eluiranih proteinov s kolon z imobiliziranima ligandoma smo primerjali 
z negativno kontrolo in s tem identificirali proteine, ki so se specifično vezali samo na 





4.1.1. Afinitetna kromatografija z ligandom 1 
 
Prve poskuse smo naredili z ligandom 1 (4-(2-aminoetil)-5-hidroksi-1-
cikloheksil-1H-pirazol dihidroklorid), ki smo ga sintetizirali na Katedri za organsko 
kemijo [4]. V prvih poskusih smo vezane proteine eluirali s spremembo pH, kasneje pa 
tudi kompetitivno z raztopino liganda. 
V prvem poskusu smo na kolono nanesli 10 ml celičnega lizata U937 v lizatnem pufru  s 
koncentracijo 4 × 107 celic/ml. Po nanosu smo kolono najprej sprali z vezalnim pufrom, 
potem pa s pufrom za spiranje. Vezane proteine smo eluirali z elucijskim pufrom, nato pa 
jih oborili z metodo TCA/aceton.  
Na sliki 16 je prikazana analiza NaDS-PAGE eluiranih proteinov, pri čemer vsak 
vzorec predstavlja tri združene frakcije (vzorec S1 prikazuje združene frakcije spiranja 






Na sliki 16 vidimo, da v frakcijah spiranja (S1 in S4) ni lis, kar pomeni, da v 
vzorcu ni znatnih količin proteinov, ki bi šibko interagirali z ligandom ali nosilcem. V 
frakcijah elucije najintenzivnejše lise vidimo pri vzorcu E1 (eluirane frakcije od 1 do 3), 
in sicer eno z velikostjo okrog 20 kDa in dve velikosti med 14,4 in 18,4 kDa. V frakciji 
E4 vidimo enake, vendar šibkejše lise, v naslednjih dveh združenih frakcijah pa proteinov 
ni. Iz teh rezultatov lahko sklepamo, da se proteini, ki so interagirali z ligandom 1, eluirali 
že v prvih nekaj frakcijah.  
 
Naslednji poskus smo opravili s trikrat večjim številom celic (12,8 × 107 celic/ml), 
da bi dobili večje količine proteinov po eluciji. Vzorec 10 ml celičnega lizata smo nanesli 












M    S1     S4     E1    E4      E7    E10   M 
Slika 16. Vezani proteini iz lizatov celic U937 na ligand 1 − poskus 1. M označuje lestvico proteinskega 
standarda v kDa, frakcije s črko S so spiralne frakcije (S1 in S4), s črko E pa elucijske  (E1, E4, E7, E10). 




pufrom. Postopek smo ponovili še enkrat, tako da smo vse elucijske frakcije združili v 




Če primerjamo sliki 16 in 17, opazimo da je pričakovano več lis prisotnih pri 
vzorcu, kjer je gostota celic večja (slika 17). Na obeh slikah sta prisotni lisi pri približno 
20 kDa in dve, ki imata velikost med 14,4 in 18,4 kDa. Dodatno so pri drugem poskusu 
lise vidne pri približno 45 kDa, nekaj lis pa med 25 in 35 kDa.  
 
Poleg elucije s spremembo pH smo preizkusili tudi protokol z elucijo z ligandom 
(slika 18). Po nanosu vzorca smo kolono najprej sprali s 5 ml z vezalnega pufra (vzorec 
S1), potem pa eluirali z elucijskim pufrom, ki je bil po sestavi enak pufru za spiranje brez 
detergenta in je vseboval 50 mM ligand (vzorec EL). Kolono smo nato sprali s 5 ml pufra 
za spiranje (vzorec S2) in vezane proteine eluirali z elucijskim pufrom s pH 3 (EpH). Kot 
vidimo na sliki 18, je vzorec eluiranih proteinov podoben kot pri prejšnjih poskusih. 
Prisotna je dvojna lisa pri velikosti 20 kDa (označena s puščico), kar potrjuje specifično 
interakcijo med ligandom in temi proteini. Pri spiranju s pufrom za spiranje, ki je sledil 
eluciji z ligandom (vzorec S2), sta vidni lisi med 14,4 in 18,4 kDa. Ti se torej nista eluirali 
ob dodatku liganda, kar kaže na možnost nespecifične interakcije z nosilcem. V vzorcu 



















M               E1 
Slika 17. Vezani proteini iz lizatov celic U937 na ligand 1 − poskus 2. M označuje lestvico proteinskega 
standarda v kDa, E1 so frakcije elucije 1+2+3, združene po obarjanju proteinov. Analiza je bila opravljena 






4.1.2. Afinitetna kromatografija z ligandom 2 
 
Po enakem postopku smo naredili tudi poskus z imobiliziranim ligandom 2 (4-(2-
aminoetil)-5-hidroksi-1-benzil-1H-pirazol dihidroklorid). Na kolono smo nanesli 10 ml 
celičnega lizata U937 v lizatnem pufru. Po nanosu kolono smo sprali najprej z vezalnim 
pufrom, nato pa s pufrom za spiranje. Vezane proteine smo eluirali z elucijskim pufrom 
(pH 3), nato pa jih oborili z metodo TCA/aceton ter združili po tri zaporedne vzorce. 
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Slika 18. Analiza vezanih proteinov iz lizata celic U937 na ligand 1 − elucija z ligandom. M označuje 
lestvico proteinskega standarda v kDa, S2 so spiralne frakcije, E pH so združene elucijske frakcije, S1  
spiralne in EL elucijske frakcije, združene po obarjanju proteina. Analiza je bila opravljena na 12,5-% 
poliakrilamidnem gelu. 
Slika 19. Analiza vezanih proteinov iz lizata celic U937 s kolone z imobiliziranim ligandom 2. M 
označuje lestvico proteinskega standarda v kDa, E1 so združene  frakcije elucije 1 do 3. Analiza je bila 




Iz NaDS-PAGE analize je razvidno, da so v združenih eluiranih frakcijah 1 do 3 
najbolj opazne tri lise v območju velikosti okoli 60 do 66 kDa. V ostalih frakcijah lis 
nismo opazili (rezultati niso prikazani). Na gelu ne opazimo lis, ki smo jih opazili pri 
ligandu 1. Iz tega lahko sklepamo da ligand 2 ne interagira z istimi tarčami kot ligand 1, 
kljub njuni podobnosti. 
Negativna kontrola je bila narejena na enak način, kot je bilo že omenjeno, vendar 
smo pri tem poskusu uporabili kolono, ki ni vsebovala vezanega liganda, ampak je imela 
blokirana vezavna mesta s Trisom. Cilj poskusa je bil ugotoviti, ali je v koloni kakšno 
ozadje in ali kaj interagira z nosilcem. Kot je videti na sliki 20, ni prišlo do elucije nobene 






Slika 20. Negativna kontrola. M označuje lestvico proteinskega standarda v kDa, 1E so združene frakcije 
























4.1.3. Identifikacija proteinov, ki interagirajo z ligandom 1 
 
Rezultati afinitetnih kromatografij so pokazali, da oba liganda specifično 
interagirata z nekaterimi proteini. Osredotočili smo se na ligand 1. Združene frakcije 
elucije poskusa izvedenega ekvivalentno tistemu na sliki 16 smo poslali na proteomsko 
analizo z masno spektrometrijo na Institut Jožef Stefan. Rezultate smo nato analizirali s 
programom Scaffold Viewer 4. 
Rezultati masne spektrometrije so pričakovano pokazali prisotnost številnih 
proteinov v manjših količinah, med njimi tudi znanih kontaminant, kot so keratini. Glede 
na pogoje in rezultate afinitetnih kromatografij smo se osredotočili na citosolne proteine 
z molekulsko maso pod 25 kDa. Med njimi smo identificirali samo enega, ki bi glede na 
vzorec lis na gelu lahko bil tarča našega liganda, in sicer protein ISOC2, ki je bil hkrati v 
primerjavi z drugimi identificiranimi proteini primerljivih molekulskih mas v vzorcu 
prisoten v največji količini. Pokritost zaporedja je bila 74-% za izoobliko 1 tega proteina, 
ki ima maso 22 kDa (slika 21). Ker protein ISOC2 obstaja v več različnih izooblikah, ki 
se med seboj razlikujejo po dolžini, bi temu proteinu lahko pripadalo več opaženih lis na 
gelu. 
Med zadetki sta bila tudi galektin 1 in galektin 7, ki bi glede na molekulsko maso 
lahko ustrezata lisam velikosti med 14,4 kDa in 18,4 kDa. Ker pa sta oba proteina 





Slika 21. Primerjava ujemanja med vzorcem in zaporedjem proteina ISOC2. Z rumeno so označeni 
identificirani peptidi v vzorcu po razgradnji s tripsinom, ki se ujemajo s tistimi iz zaporedja proteina z 




4.2. Test citotoksičnosti ligandov 
Testirali smo citotoksičnost obeh ligandov za celice HEK293T s testom MTT, ki 
meri viabilnost celic z merjenjem njihove metabolične aktivnosti.  
Ligand 1 smo testirali v območju koncentracij od 400 do 2000 µM (slika 22).  Pri 
najnižji koncentraciji je metabolična aktivnost, ki naj bi odražala viabilnost celic, padla 
za 10 %, nato pa se je počasi nižala in padla na 75 % pri najvišji koncentraciji liganda. 
Torej lahko rečemo, da ligand 1 nima znatnega citotoksičnega učinka na celice v 




Slika 22. Citotoksičnosti liganda 1 na celice HEK293T. Citotoksičnost smo preverili s testom MTT. Graf 
prikazuje viabilnost celic v odvisnosti od koncentracije liganda 1.   
 
 
Vpliv liganda 2 smo testirali v območju koncentracije od 50 do 2000 µM (slika 
23). Ugotovili smo, da je pri najnižji koncentraciji metabolična aktivnost padla za 2 %, 
nato pa se je počasi nižala in padla na 80 % pri najvišji koncentraciji liganda. Iz tega 
sklepamo, da tudi ta spojina nima znatnega citotoksičnega učinka na celice v analiziranem 
koncentracijskem območju.  
 
Slika 23. Citotoksičnosti liganda 2 na celice HEK293T. Citotoksičnost smo preverili s testom MTT. Graf 




4.3. Priprava rekombinantnega človeškega proteina ISOC2  
Za pripravo rekombinantnega proteina ISOC2, ki naj bi imel C-končno oznako His, 
smo naročili ustrezni G-block, ki poleg genskega zapisa za protein vsebuje še dodatna 
restrikcijska mesta, ki omogočata lažjo konstrukcijo inserta v ekspresijski vektor 
pET28(+). 
 
4.3.1. Molekulsko kloniranje zapisa za ISOC2 
 
Sintetizirano zaporedje DNA, ki je ustrezalo zaporedju cDNA človeškega 
proteina ISOC2 (izooblika 1) z dodanima restrikcijskima mestoma NcoI in XhoI na 5' oz. 
3' koncu zaporedja, smo ligirali v vektor pJET 1.2 in z ligacijsko mešanico transformirali 
kompetentne celice E. coli DH5α. Pozitivne transformante smo selektirali na trdnem 
gojišču LBA ter s PCR dodatno preverili na osnovi kolonije. Na sliki 24 vidimo, da sta 
od treh izbranih kolonij dve vsebovali insert ISOC2. Eno od obeh smo nacepili v tekoče 
gojišče ter iz prekonočne kulture izolirali plazmidno DNA. Za preverjanje nukleotidnega 
zaporedja inserta smo vzorec plazmida poslali komercialnemu ponudniku storitve 




Insert s potrjenim nukleotidnim zaporedjem smo izrezali iz klonirnega vektorja 
pJET 1.2 z uporabo restrikcijskih encimov NcoI in XhoI in ligirali v ekspresijski vektor 
pET28(+), ki je bil rezan z istimi encimi (slika 25). Z ligacijsko mešanico smo 
transformirali celice DH5α in transformante selekcionirali na ploščah, na trdnem gojišču 
LBK.  
Slika 24. PCR na osnovi kolonije za identifikacijo prisotnosti vektorja pJET1.2 z insertom ISOC2. 
M označuje lestvico DNA različnih velikosti. K1, K2 in K3 so naključno izbrane kolonije za testiranje. 















Šest kolonij transformant smo testirali še s PCR na osnovi kolonije, da bi s tem 
potrdili prisotnost zapisa za ISOC2 v vektorju pET-28b(+). Slika 26 prikazuje analizo 
AGE produktov PCR, pri čemer pozitivni rezultat predstavlja lisa pri velikosti okrog 700 
bp, ter dodatno kontrolo s produktom okrog 900 bp. Pozitivno kolonijo smo nacepili v 




Slika 25. Restrikcija ekspresijskega vektorja pET28 (levo) in klonirnega vektorja pJET1.2 z insertom 
ISOC2 (desno). M označuje lestvico DNA različnih velikosti. 
Slika 26. PCR na osnovi kolonije za določanje prisotnosti zapisa za ISOC2 v vektorju pET28 (+). M 
označuje lestvico DNA različnih velikosti. K1-6 so naključno izbrane kolonije za testiranje. MKp je samo 



































4.3.2. Izražanje rekombinantnega proteina ISOC2 v E. coli in njegova izolacija 
 
Kompetentne celice E. coli seva BL21 (DE3) smo transformirali s plazmidom pET-
28b(+)-ISOC2. Izolirane kolonije transformant smo prenesli v 10 ml tekočega gojišča 
LBK in naslednji dan s prekonočnimi kulturami inokulirali 400 ml svežega gojišča LBK 
v 2 l erlenmajericah. Celice smo gojili pri 37 °C do OD600 vrednosti okrog 0,6, nato pa 
inducirali izražanje z dodatkom 1 mM IPTG in kulture stresali še 3 ure pri 37 ℃. Pred 
indukcijo izražanja in ob koncu izražanja smo vzeli po 1 ml suspenzije, da bi analizirali 
učinkovitost ekspresije (slika 28). Velikost rekombinantnega ISOC2 z oznako His je 213 
aminokislinskih ostankov, kar ustreza 23,4 kDa. Iz analize celičnih lizatov (slika 27) ni 
bilo razvidno, ali se je protein izrazil ali ne, kar pomeni, da se je izrazil v nizki količini. 
Vseeno smo nadaljevali z izolacijo proteina z Ni-afinitetno kromatografijo. 
  
 
Rekombinanten protein smo poskušali izolirati iz topne frakcije celičnega lizata z Ni-
afinitetno kromatografijo. Vezane proteine smo s kolone eluirali z linearnim gradientom 
imidazola od 20 mM do 500 mM. V elucijskem diagramu sta bila prisotna dva vrhova 
(slika 28), vendar je treba vedeti, da je zaradi odsotnosti triptofana v aminokislinskem 
zaporedju in prisotnosti samo dveh tirozinov ISOC2 z merjenjem absorbance v UV-
območju temu zelo težko slediti. 
 
 
Slika 27. Analiza NaDS-PAGE lizata celic BL21 (DE3) pred indukcijo (a) in po indukciji (b) izražanja 
proteina ISOC2. M označuje proteinsko lestvico, puščica pa pozicijo, kjer naj bi se predvidoma nahajal 





Slika 28. Elucijski diagram rekombinantnega proteina ISOC2 z Ni-afinitetno kromatografijo. Modra 
krivulja predstavlja A280 vzorca (leva y-os), oranžna krivulja pa odstotek elucijskega pufra (desna y-os). 






Iz slike 29 je razvidno, da je lisa velikosti 23,4 kDa, prisotna v frakcijah 9 in 10, 
kar ustreza rekombinantnemu ISOC2. Ti frakciji smo združili in skoncentrirali na 1,5 ml 
z uporabo filtra Amicon Ultra 15, hkrati pa smo vzorec tudi dializirali [22]. Združeni 
frakciji smo ponovno analizirali z NaDS-PAGE in ugotovili, da so prisotni tudi drugi 
proteini (slika 30), zato smo vzorec dodatno očistili s kromatografijo z ločevanjem po 
velikosti (SEC). 
Slika 29. Frakcije Ni-afinitetne kromatografije. M označuje proteinsko lestvico, puščici pa označujeta 









Alikvot 500 µL vzorca smo nanesli na kolono Superdex® 75 10/300 GL oz. na 
kolono Superdex® 200 Increase 10/300 GL in zbirali frakcije po 1,5 ml (slika 31). Nato 
smo izbrane frakcije analizirali z NaDS-PAGE. 
 
 
Slika 31. Elucijski diagram rekombinantnega proteina ISOC2 s kromatografijo SEC. Kolona 
Superdex® 75 10/300 GL. Modra krivulja predstavlja A280, frakcije so označene s črko F. Volumen vsake 
je bil 1,5 ml.  
 
 
Slika 30. NaDS-PAGE združenih frakcij 9 in 10 po IMAC. Vzorec smo skoncentrirali s filtrom 
Amicon Ultra-15. M označuje proteinsko lestvico, puščica označuje liso velikosti, ki ustreza 





 Kot vidimo na sliki 32, se je s kolone Superdex 75 protein, katerega lisa ustreza 
masi rekombinantnega proteina ISOC2, eluiral pred proteinom, katerega lisa ustreza masi 
40 kDa. Na podlagi teh rezultatov sklepamo, da rekombinanten protein ISOC2 tvori dimer 




Preostala dva alikvota smo očistili na koloni Superdex® 200 Increase 10/300 GL 
in dobili podobne rezultate, kar je v skladu s predpostavko tvorbe dimera (slika 33). 
 
Slika 33. Elucijski diagram rekombinantnega proteina ISOC2 s kromatografijo z ločevanjem po 
velikosti na koloni Superdex® 200 Increase 10/300 GL. Modra krivulja predstavlja A280. Volumen 
vsake frakcije je bil 1,5 ml. 
Slika 32. NaDS-PAGE frakcij eluiranih s kolone Superdex® 75 10/300 GL pri čiščenju proteina 
ISOC2. M označuje lestvico proteinov, F pa frakcije, ki ustrezajo elucijskemu diagramu. Lisa pri 24,3 kDa 





Kot vidimo na sliki 34, se je protein GL, katerega lisa ustreza masi 
rekombinantnega proteina ISOC2, s kolone Superdex® 200 Increase 10/300 ponovno 
eluiral pred proteinom, katerega lisa ustreza masi 40 kDa. Tudi tukaj je razlika v 
elucijskem volumnu 1 ml. Tako smo že drugič pokazali, da rekombinanten ISOC2 tvori 




Slika 34. NaDS-PAGE frakcij kromatografije z ločevanjem po velikosti na koloni Superdex® 200 
Increase 10/300 GL pri čiščenju proteina ISOC2. M označuje lestvico proteinov, lise proteina ISOC2 so 
pri molekulski masi nekoliko pod 25 kDa (glej puščico), lisa pri 40 kDa prikazuje domnevni dimer. F1−F9 




















Molekulsko prepoznavanje je proces interakcije med biološkimi makromolekulami 
in/ali različnimi majhnimi molekulami z visoko specifičnostjo in afiniteto, pri čemer se 
tvorijo določeni kompleksi. Podrobno razumevanje teh interakcij je pomembno pri 
odkrivanju, oblikovanju in razvoju zdravil. V okviru magistrske naloge smo poskušali 
identificirati in delno okarakterizirati potencialne interakcije med izbranima derivatoma 
pirazola in neznanimi proteinskimi tarčami. 
Naš cilj je bil ugotoviti, ali obstajajo proteinske tarče v celicah človeških monocitov 
U937, ki bi interagirale s tema ligandoma, in ali se te tarče med ligandoma razlikujejo. 
Pri tem nam je pomagala afinitetna kromatografija in pogoji, ki smo jih optimizirali za 
naše poskuse in so opisani v prejšnjem poglavju. Sklepali smo, da obstajajo že omenjene 
proteinske tarče, ki interagirajo z obema ligandoma, in da tarče niso iste. 
Okarakterizirali smo citotoksičnost obema ligandoma in s testom MTT pokazali, da 
spojini nista citotoksični za celice v izbranem območju koncentracij. 
Identificirali smo protein ISOC2 z masno spektroskopijo, ki glede na dobljene 
rezultate interagira z ligandom 1, ne pa tudi z ligandom 2. Protein ISOC2 nam je uspelo 
rekombinantno izraziti v sev E. coli BL21 (DE3) in očistiti s pomočjo tehnike FPLC. 
Tako smo pokazali, da lahko, v nasprotju s poskusom v viru [26], pri katerem so protein 
izrazili v celicah HEK293, izoobliko 1 proteina ISOC2izrazimo v ekspresijskem sevu E. 
coli. . Žal nismo mogli okarakterizirati, kako ligand 1 vpliva na izbrani protein in kakšna 
je interakcija med njima.  
Našo radovednost je zaradi zaenkrat še slabega poznavanja njegovih lastnosti vzbudil 
protein ISOC2. Študije, ki so bile opravljene do zdaj, pravijo, da ga v celici najdemo v 
mitohondriju in v citosolu. Protein vsebuje izokorizmatazno domeno, ki glede na 
homologijo zavzema ostanke od 58 do 204 in po kateri je tudi dobil svoje ime [23]. 
Aminokislinsko zaporedje vsebuje visok delež levcinskih ostankov (16,7 %), protein pa 







Slika 35. Aminokislinsko zaporedje izooblike 1 proteina ISOC2. Slika je narejena v programu 
Snapgene. 
 
 Vse tri izooblike imajo različno molekulsko maso. Izooblika 3 ima najnižjo, saj ji 
manjka okroli 70 aminokislin. Ob primerjavi aminokislinskega zaporedja človeškega in 
mišjega proteina so ugotovili, da je večina tega ohranjena, saj je delež identičnosti 
zaporedij 85 %, kar nakazuje, da ima ISOC2 pri obeh vrstah tudi ohranjeno biološko 
vlogo. [26] 
 
Zaporedje človeškega ISOC2 je 50-% podobno zaporedju proteina MAR1 (ang. 
mitochondrial-associated ribonuclease) gliste Caenorhabditis elegans, ki v kristalni 
strukturi tvori homotetramer (PDB-koda 2B34). Podenote imajo zvitje domene β-
sendviča (paralelna β-ploskev med dvema α-vijačnicama), ki je karakteristično za 
izokorizmatazno/cistein hidrolazno naddružino. V tem proteinu je aktivno mesto locirano 
med dvema podenotama tetramera. Drugi znani predstavniki te naddružine so lahko 
monomeri, tetrameri ali oktameri, vendar so v vseh primerih lokacija in ključne strukturne 
značilnosti aktivnega mesta znotraj podenote dobro ohranjeni [25]. Glede na dobljene 
preliminarne rezultate ISOC2 torej predstavlja novo oligomerno (dimerno) obliko znotraj 
te družine, njegove funkcijske lastnosti pa bodo predmet nadaljnjih študij.  
 
Analize izražanja proteina med komercialno dostopnimi celičnimi linijami kažejo, 
da se ISOC2 v največjih količinah izraža v celicah HEK293 (človeške embrionalne 
ledvične celice) in celicah PC-3 (človeške rakave celice prostate). V celicah U937 
(človeške celice histiocitičnega limfoma) je nivo izražanja le okoli 1/3 tega. Z vidika 




sistemu [27], izraža pa se tudi pri skoraj vseh vrstah tumorjev. V večini malignih tkiv so 
opazili močno granulirano citoplazemsko imunoreaktivnost.  
 
Pri fizioloških študijah so ugotovili, da ISOC2 onemogoča delovanje zaviralca 
rasti tumorjev (tumorski supresor) p16INK4a (inhibitor od ciklina odvisne kinaze 2A). 
Interakcijo tumorja supresorja p16INK4a in ISOC2 so identificirali s pomočjo 
dvohibridnega sistema kvasovk ter bi naj imela pomembno vlogo pri proliferaciji celic in 
tumorigenezi. Tumorski supresor inhibira interakcijo od ciklina odvisnih kinaz CDK 4 in 
6 s ciklinom D1 v fazi celičnega cikla G1 (slika 37). Ta povezava tvori kompleks, ki 
fosforilira protein retinoblastom-RB. Nefosforilirana oblika RB veže transkripcijski 






Izražanje p16INK4a torej celico zadržuje v mirovanju v fazi G1 in ta se ne deli. 
Izguba funkcionalnosti tega zaviralca tumorjev pa je eden od razlogov za pojav tumorja. 
V viru [26] so kolokalizacijo dokazali tudi s fluorescenčno mikroskopijo, ki je pokazala, 
da je ISOC2 lociran v citosolu, ob sočasnemu izražanju s p16INK4a pa se translocira v 
jedro, kar pomeni, da ta dva proteina neposredno interagirata in vivo.  
Predvideva se, da med obema proteinoma v celici obstaja dinamično ravnovesje. 
Ob prekinitvi lahko kontrola nad celičnim ciklom popusti in se celice začnejo 
nekontrolirano deliti, kar povzroči razvoj tumorja. Zato bi ISOC2 lahko bil nova tarča v 





Slika 36. Celični cikel in vloga ciklina D1, CDK4 in CDK6 v zagonu celične faze S. RB-protein 




6. Zaključek  
V okviru magistrskega dela smo dosegli prvoten namen in ugotovili, da v 
proteomu človeške celične linije U937 obstajajo proteinske tarče, ki specifično 
interagirajo z dvema različnima ligandoma pirazola, in da so njune proteinske tarče 
različne. Tarče liganda 1 smo identificirali z masno spektrometrijo in uspešno 
identificirali protein ISOC2. 
S testom MTT smo določili toksični učinek obeh spojin na celice HEK293. Izkazalo 
se je, da nobena od spojin ni citotoksična v testiranem koncentracijskem območju. 
Vsekakor s tega vidika kot obetavno ocenjujemo njihovo potencialno uporabnost za 
funkcijske teste v kulturi celic. 
S tehnikami molekularnega kloniranja nam je uspelo izraziti proteinsko tarčo ISOC2 
v sevu E. coli BL21 (DE3). Glede na elucijski volumen pri gelski izključitveni 
kromatografiji preliminarno sklepamo, da protein tvori dimer, kar je nova oligomerna 
oblika v tej družini. 
Ligand 1, ki po naših rezultatih interagira z ISOC2, je lahko izhodišče za nadaljnje 
raziskave, vendar pa je treba interakcijo najprej potrditi na rekombinantnem proteinu 
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